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RESUMO 
 
As etapas cruciais da carcinogênese cutânea incluem disfunção da proteína 
supressora tumoral p53 e angiogênese. A contribuição de tais eventos, individual e 
sinergicamente, ainda não está bem estabelecida na cascata de fenômenos que 
resultam no carcinoma espinocelular cutâneo.  
Objetivou-se avaliar a expressão imuno-histoquímica da p53, o índice proliferativo e 
a angiogênese nos estádios evolutivos do carcinoma espinocelular cutâneo,  
e investigar a relação da expressão da p53 com as demais variáveis.  
Foram estimadas as porcentagens de células imunomarcadas para p53 e Ki-67 em 
três grupos de cânceres: 30 queratoses solares, 30 carcinomas espinocelulares 
superficialmente invasores e 30 carcinomas espinocelulares invasores. O método 
Chalkley foi utilizado para quantificar a área microvascular, empregando-se 
marcador de neoangiogênese (CD105) e pan-endotelial (CD34) em cada grupo. 
 A área microvascular em amostras marcadas pelo CD105 aumentou, 
significantemente, com a progressão do carcinoma espinocelular cutâneo. O mesmo 
não ocorreu com o uso do CD34. Contudo, nos três grupos (queratose solar, 
carcinoma espinocelular superficialmente invasor e invasor) encontrou-se aumento 
significante da área microvascular, com ambos os marcadores (CD34 e CD105),  
em comparação à respectiva pele adjacente. Não houve diferença significante na 
taxa de células positivas para p53 e Ki-67 entre os grupos. Encontrou-se correlação 
positiva e significante entre a área microvascular marcada pelo CD105 e o índice de 
marcação para a p53 no carcinoma espinocelular superficialmente invasor,  
bem como entre o índice de marcação para p53 e para o Ki-67 no carcinoma 
espinocelular invasor. 
A conversão angiogênica é um evento precoce no carcinoma espinocelular cutâneo, 
e a neovascularização é paralela à progressão do tumor. O uso do CD105 permite 
avaliar a atividade angiogênica nos tumores escamosos. A angiogênese no estádio 
inicial da invasão e a atividade proliferativa na fase francamente invasora estão 
associadas com a expressão imuno-histoquímica da proteína p53. A perda da 
função supressora tumoral da p53, em etapas progressivas, atua diretamente na 
carcinogênese cutânea. 
 
Palavras-chave: Queratose Actínica, Neovascularização Patológica, Proliferação de 
Células, Marcadores Biológicos de Tumor, Apoptose. 
ABSTRACT 
 
Multistep skin carcinogenesis crucially involves loss of function of p53 tumor 
suppressor protein and angiogenesis. The contribution of such events, individually 
and synergically, is not well established in the cascade of phenomena that results in 
cutaneous squamous cell carcinoma. 
We aimed to evaluate the immunohistochemical expression of p53, the proliferative 
index and angiogenesis in spectral stages of cutaneous squamous cell carcinoma, 
and investigate the relationship between p53 expression with the other variables. 
We estimated the percentages of immunostained cells for p53 and Ki-67 
(proliferation marker) in three groups of cancer: 30 solar keratoses, 30 superficially 
invasive squamous cell carcinomas and 30 invasive squamous cell carcinomas.  
The Chalkley method was used to quantify the microvascular area by 
neoangiogenesis (CD105) and panendothelial (CD34) immunomarker in each group. 
The microvascular area in CD105-stained specimens significantly increased with 
cutaneous squamous cell carcinoma progression. However, no differences between 
groups were found in CD34 sections. Solar keratosis, superficially invasive 
squamous cell carcinoma and invasive squamous cell carcinoma samples showed 
significant increases in microvascular area for both CD34- and CD105-stained 
specimens compared with the respective adjacent skin. There was no significant 
difference for the rate of p53- and Ki-67-positive cells between the groups. Significant 
positive correlation was found between the CD105 microvascular area and the rate of 
p53 positive cells in superficially invasive squamous cell carcinoma as well as 
between the rate of p53- and Ki-67-positive cells in invasive squamous cell 
carcinoma. 
The angiogenic switch is an early event in cutaneous squamous cell carcinoma, and 
the rate of neovascularization is parallel to tumor progression. In contrast to 
panendothelial markers, CD105 use allows evaluating angiogenic activity in 
squamous tumors. Neovascularization in the initial stage of invasion and proliferative 
activity in the frankly invasive stage were both associated with p53 
immunoexpression. Loss of p53 tumor suppressor function through progressive steps 
is directly involved in skin carcinogenesis. 
 
Key words: Keratosis, Actinic; Neovascularization, Pathologic; Cell Proliferation; 
Tumor Markers, Biological; Apoptosis. 
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INTRODUÇÃO 
 
1.1- Considerações gerais 
Proteus seria o pai mítico do câncer por sua capacidade de adotar formas 
inúmeras e miméticas, com o propósito de não ser identificado e questionado1. 
Comparativamente, os tumores têm natureza multifacetada, morfologia e 
fisiopatogenia intrincadas, que, ao certo, suplantariam as artimanhas divinas. 
Analisar miudamente o câncer, na tentativa de desvendar detalhes acerca do seu 
complexo funcionamento, é um exercício desafiador, quiçá transcendental.  
O carcinoma espinocelular cutâneo (CECC), foco do estudo em questão,  
é especialmente singular por suas características morfológico-evolutivas que 
despertam e merecem reflexões.  
Os achados anatomo-clínicos do CECC são espectrais e podem ser 
avaliados desde as fases mais incipientes. A queratose solara (QSo) é a 
manifestação clínica inicial e caracteriza-se por lesão áspera e seca, e de coloração 
amarela ou castanho-acinzentada, com eritema variável (Figura 1A).  
A queratinização anômala (queratose) advém da proliferação atípica de 
queratinócitos. A QSo é considerada a forma intraepidérmica do CECC,  
uma vez que não há critérios clínico-patológicos definitivos que estabeleçam 
diferenças entre ambos, tampouco a previsibilidade de sua agressividade2. 
A transição gradual para fases mais graves do CECC, por acúmulo de 
alterações moleculares, é sutil no âmbito clínico-patológico. Tal fato é ilustrado no 
modelo proposto por Berhane et al., em que 50% das lesões tidas como QSo 
inflamadas (com eritema e dor) foram consideradas carcinomas espinocelulares à 
histologia3. Ao exame dermatológico, suspeita-se de que o tumor tenha invadido a 
derme diante do aparecimento de infiltração, enduração e halo inflamatório4  
(Figura 1B). À microscopia ótica, não há elementos precisos que discriminem, 
arquiteturalmente, quando o componente epitelial neoplásico adentra o não epitelial 
(derme), visto que a expansão das células tumorais imita o crescimento da epiderme 
sã e remete a falanges apontando a profundidade5. 
                                                          
aO termo queratose actínica foi substituído por queratose solar, uma vez que este especifica a origem 
dos raios luminosos responsáveis pelas lesões cutâneas estudadas. 
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O CECC pode apresentar tamanho e volume variáveis, com superfície 
verrucosa, ulcerada, vegetante, crateriforme, entre outras (Figura 1C). A neoplasia é, 
frequentemente, indolente, porém tem potencial agressivo e pode levar à destruição 
tecidual por contiguidade, à disseminação para linfonodos e outros órgãos,  
e à morte. Os fatores prognósticos de metástase nodal e do êxito letal são: tamanho 
maior que dois centímetros, diferenciação menor, invasão do subcutâneo e do 
espaço perineural6.  
 
 
Figura 1- Estádios progressivos do CEC cutâneo no dorso da mão: forma 
intraepidérmica (A), lesão com sinais invasão dérmica (escamo-crosta e 
infiltração) (B), tumor invasor (C). Fonte: acervo fotográfico da Disciplina 
de Dermatologia - FCM - Unicamp.  
 
19 
 
1.2- Epidemiologia 
No Brasil, apesar de subdiagnosticado e subnotificado, o câncer de pele 
não melanoma (CPNM) é o mais incidente na população. Preveem-se  
182.000 casos novos/ano para 2014 e 2015, que correspondem a 25% de todos os 
tumores malignos estimados no país7. O CECC perfaz 20 a 30% dos casos de 
CPNM e ocupa a segunda posição, precedido pelo carcinoma basocelular (CBC).  
A incidência do CECC aumentou em torno de 50 a 200% na América nas 
últimas três décadas8, o que constitui um alarmente problema, com impacto 
econômico individual e para a saúde pública9. Cerca de 4% dos pacientes têm 
metástase nodal10 e 1,5% morrem em decorrência do CECC11, o maior responsável 
pelas mortes entre os CPNM. 
 
1.3- Fotocarcinogênese 
Carcinogênese (ou tumorigênese) é a cascata de eventos que resulta na 
formação do câncer12. Neste estudo, o termo carcinogênese designa a 
transformação maligna a partir da célula sã, o crescimento e a disseminação do 
tumor, por considerá-los desdobramentos evolutivos.  
O acúmulo interativo de alterações genéticas, epigenéticas, bioquímicas e 
imunológicas, no microambiente tumoral, fundamenta a progressão biológica 
tumoral. Modelos animais - cujo substrato inicial incluiu a pele de camundongos - 
submetidos a doses baixas de agentes carcinogênicos permitiram o estabelecimento 
dos múltiplos estádios, sequenciais e escalonados, da carcinogênese, aplicáveis ao 
câncer humano12 (Figura 2). 
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Figura 2- Carcinogênese multiestadiada. Na iniciação, o gene crítico de uma célula 
sofre mutação, geralmente, de uma célula tronco (A). Durante a 
promoção, ocorre a expansão clonal da célula que contém a mutação (B), 
o que aumenta a chance de esta célula sofrer outras mutações.  
A proliferação celular crônica resulta no aparecimento dos papilomas nos 
modelos animais (C). A queratose solar (D) é considerada pré-neoplásica 
pela maioria dos autores. A progressão tumoral decorre de novas 
alterações genéticas, levando à maior agressividade (conversão maligna), 
invasão (E, F) e metástase. A queratose solar, por seu perfil molecular e 
morfológico, pode ser compreendida como elemento da progressão. 
Adaptado de: Vulimiri SV, DiGiovanni J. Carcinogênese, in: Pollock RE (Ed), UICC 
manual de oncologia clínica, oitava ed. Fundação Oncocentro de São Paulo, São Paulo, 
2006. p.31. 
 
A iniciação do câncer, na maioria dos casos, advém da atuação de um 
carcinógeno sobre o genoma3, com consequente inibição de um gene supressor 
tumoral ou ativação de um oncogene13 (Figura 2). A mutação do gene supressor 
tumoral p53 (TP53) ocorre em cerca de 90% dos CECC14, e o espectro ultravioleta 
(UV) da luz solar é o principal indutor, especialmente, o feixe ultravioleta B (UVB) e, 
em menor grau, o ultravioleta A (UVA)13. 
O DNA do queratinócito absorve a radiação ultravioleta (RUV) e sofre 
rearranjos moleculares. Quando não corrigidos pelos mecanismos de reparo do 
DNA, originam mutações específicas, conhecidas como assinatura ultravioleta. 
Consistem de mudanças de citosina para timina (C-T), ou transição em série de 
duas citosinas para duas timinas (CC-TT)15 (Figura 3). O TP53 sofre mutação do tipo 
assinatura UV na maioria dos CECC14. 
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Figura 3- Mutação tipo assinatura ultravioleta. A absorção da radiação ultravioleta 
induz a formação de ligações covalentes entre bases pirimidínicas 
adjacentes, estruturas conhecidas como dímeros pirimidínicos. Há uma 
distorção configuracional da cadeia de DNA, levando os dímeros a 
ligarem-se sempre a adeninas na fita oposta durante a primeira 
replicação. Em seguida (na segunda replicação celular), tal adenina será 
pareada com timina, que substitui a citosina original. RUV: radiação 
ultravioleta; Assinatura UV: assinatura ultravioleta. Adaptado de: Capitanio JS. 
Instabilidade genômica em carcinoma basocelular humano revelada através da análise 
de sequências repetitivas [Dissertação]. São Paulo (SP): Universidade de São Paulo; 
2008. 
 
1.4- Proteínas p53 e Ki-67 
O TP53 codifica uma fosfoproteína nuclear de 53 quilodaltons,  
conhecida como proteína 53 (p53). Ao ser transcrita, garante a integridade do 
genoma por meio: I) do controle do ciclo celular, II) do reparo do DNA,  
III) e da indução da apoptose e da senescência, além de outras funções 
oncossupressoras como inibição da angiogênese. 
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Quando sofre mutação, a p53 perde a capacidade de ligar-se a 
sequências específicas de DNA e ativar genes alvos. Estas células tornam-se 
instáveis e tem o potencial de acumular anormalidades genéticas, como novas 
mutações e rearranjos cromossômicos16,17. A promoção tumoral, desencadeada por 
nova exposição UV, decorre da vantagem clonal das células que sofreram mutação 
em relação às vizinhas, uma vez que estas sofreriam apoptose induzida pela p53 
selvagem, e aquelas, não14,18,19. 
A mutação do TP53 é idêntica nas porções intraepidérmica e invasora do 
CECC20,21, porém é diferente em comparação à da pele cronicamente fotoexposta 
adjacente20. Na transição para a QSo, a célula sofreria nova mutação, que poderia 
incluir, pela segunda vez, o TP5321. Ahmadian et al. demonstraram mutação do 
TP53 em 70% das amostras da pele fotoexposta (imunomarcada para p53) e das 
QSo, e perda da heterozigosidade somente nas QSo - em 40% dos casos22. Sabe-
se que a perda de heterozigosidade é relativamente infrequente no CECC, em 
comparação a tumores de outros órgãos; em contrapartida, a mutação independente 
nos dois alelos do TP53 é mais encontrada18.  
A proteção genômica, atribuída à p53 selvagem, paradoxalmente,  
pode ocorrer quando a proteína adquire a mutação. As células que contêm mutação 
do TP53 acumulariam DNA danificado, com consequente desvio da mitose, 
diferenciação e descamação celulares. Para o aparecimento dos clones neoplásicos, 
segundo Freije et al., este sistema teria de ser burlado por meio de alterações 
adicionais que suprimissem o bloqueio da duplicação23. 
A p53 selvagem tem a meia vida muito curta, de seis a 20 minutos24.  
Há positividade imuno-histoquímica (IH) da proteína quando esta se acumula no 
núcleo: a forma selvagem, sob estímulo genotóxico e hipóxico25; e a que sofreu 
mutação, por ser metabolicamente mais estável - com meia vida entre uma e  
24 horas24. A expressão IH da p53 relaciona-se com a cronicidade da exposição 
solar19, e é detectável nos diversos estádios do CECC26,27. 
A multiplicação das células tumorais é um mecanismo-chave na 
oncogênese28. A expansão neoplásica tem como fatores contribuintes: I) a auto-
suficiência em relação aos sinais reguladores do crescimento tumoral, a saber: 
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citocinas [como o transforming growth factor (TGF)] e interleucinas; II) a perda da 
senescência (potencial replicativo limitado); III) a evasão da apoptose,  
e IV) a neovascularização contínua29. Os três últimos estão relacionados ao dano 
funcional da p53.  
A proteína Ki-67, codificada por gene localizado no cromossomo 10,  
é expressa durante as fases G1, S, G2 e M do ciclo celular30. A partir de fragmentos 
recombinantes do antígeno Ki-67 (Ki-67), obteve-se o anticorpo MIB-131,  
comumente utilizado nos ensaios IH para a avaliação da proliferação tumoral28. 
A estimativa do índice proliferativo, a partir da taxa de positividade para o 
Ki-67, é utilizada para predizer o comportamento tumoral e o prognóstico de 
pacientes com alguns tipos de câncer, como o de mama32. No CECC,  
alguns autores apontam para a relação entre proliferação e grau de 
malignidade33,34,35,36, mas há sugestões da distinção das lesões a partir do padrão 
morfológico da imunomarcação37,38. 
A p53 apresenta imunomarcação, à técnica IH, nas células periféricas e 
indiferenciadas do CECC e, portanto, estaria relacionada à capacidade proliferativa 
da célula tumoral39. Tal fato é corroborado pela correlação com a marcação IH pelo 
Ki-67 demonstrada por alguns autores33,35,36,40, e sinaliza os múltiplos papéis da p53 
na carcinogênese cutânea. 
 
1.5- Angiogênese 
A pele necessita da sua rica vascularização para adequadas nutrição, 
oxigenação, remoção de resíduos, via de acesso imunológico e termorregulação41. 
De maneira análoga, o tecido tumoral em crescimento dependerá de suporte 
vascular adequado42. Os vasos, até então quiescentes, passam a ter sua 
proliferação estimulada pelas células tumorais, por meio de do aumento de 
substâncias indutoras da multiplicação vascular em relação às inibidoras43, 
fenômeno conhecido como conversão angiogênica (do inglês: angiogenic switch). 
Há o desenvolvimento de novos vasos a partir dos vasos antigos,  
fenômeno denominado angiogênese.  
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Conceitualmente, a angiogênese ocorre em situações fisiológicas e 
patológicas, como nas lesões tumorais e metastáticas. O termo é considerado 
sinônimo de neoangiogênese e neovascularização. 
A indução de novos vasos pode ser dinamicamente estimulada nos 
diversos estádios da evolução tumoral. Estudos em ratos e humanos apontam para 
a conversão angiogênica precoce no CECC44,45,46. 
 
1.6- A angiogênese e a progressão do carcinoma espinocelular cutâneo 
A progressão tumoral, orquestrada pelas alterações moleculares 
cumulativas, é caracterizada pelo aumento da massa de células neoplásicas,  
da autonomia celular, do poder de invasão e da capacidade metastática12.  
Nesta fase, o suprimento vascular tumoral e o acesso ao sistema vascular do 
hospedeiro são cruciais e tem potencial limitante47. 
As alterações genéticas ligadas à transformação maligna celular,  
como a inativação de genes supressores tumorais, são responsáveis por parte do 
recrutamento dos novos vasos48. A angiogênese depende do comportamento da 
p5347, que perde a capacidade inibitória quando mutada49. Paralelamente,  
a neovascularização garante o aporte metabólico e o endotélio ativado gera fatores 
de crescimento parácrinos50 e contribui para a secreção de enzimas 
proteolíticas51,52, elementos que colaboram com o crescimento tumoral, invasão e 
metástase. 
A angiogênese e a perda da função do TP53 são eventos fundamentais 
para o desenvolvimento dos tumores e suas inter-relações fisiopatogênicas 
permanecem pouco exploradas na progressão do CECC. 
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OBJETIVOS 
 
2.1- Objetivo geral 
Avaliar a expressão da proteína p53, o índice proliferativo e a 
angiogênese nos estádios evolutivos do CECC, e a relação entre eles, a fim de 
agregar conhecimentos aos mecanismos implicados na carcinogênese cutânea.  
 
2.2- Objetivos específicos 
Artigo 1 
1) Medir a área microvascular na derme contígua ao fronte tumoral nos grupos 
do CECC: I) queratose solar; II) carcinoma espinocelular superficialmente 
invasor; e III) carcinoma espinocelular invasor, utilizando-se dos marcadores 
imuno-histoquímicos pan-endotelial (CD34) e de vasos neoformados 
(CD105). Comparar os resultados entre os grupos. 
2) Medir a área microvascular da derme não afetada adjacente à neoplasia em 
cada grupo e compará-la com a do fronte tumoral do respectivo grupo. 
 
Artigo 2 
3) Quantificar os índices de marcação das proteínas p53 e Ki-67 (por meio do 
clone MIB-1) nos seguintes grupos do CECC: I) queratose solar;  
II) carcinoma espinocelular superficialmente invasor; e III) carcinoma 
espinocelular invasor. Comparar os resultados entre os grupos. 
4) Avaliar a relação entre o índice de marcação para p53 e a área microvascular 
imunomarcada pelo CD105 em cada grupo. 
5) Avaliar a relação entre o índice de marcação para p53 e para Ki-67 em cada 
grupo. 
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MÉTODOS 
 
3.1- Seleção dos casos 
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Ciências Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas 
(Unicamp) e pelo  Comitê de Ética em Pesquisa do Ministério da Saúde. 
Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, descritivo, tranversal. 
Foram resgatados espécimes cirúrgicos de CECC do dorso das mãos, punhos ou 
antebraços, arquivados (entre 2001 a 2008) no Departamento de Anatomia 
Patológica da Faculdade de Ciências Médicas - Unicamp. As informações clínicas 
foram obtidas dos prontuários no Serviço de Arquivo Médico. Foram incluídas 
apenas amostras de indivíduos brancos e excluídas as de pacientes com doenças 
predisponentes ao câncer de pele, ou seja, poiquilodermia, xeroderma pigmentoso, 
albinismo, arsenicismo, imunodeficiência e radioterapia prévia. 
Os tumores foram classificados em: I) QSo, ou CEC intraepidérmico;  
II) carcinoma espinocelular superficialmente invasor (CECsi), quando a neoplasia 
preenchia a derme papilar e/ou atingia a reticular superficial; e III) carcinoma 
espinocelular invasor (CECi), quando penetrava ou ultrapassava a derme reticular 
média. Esta subdivisão é rotineiramente utilizada para a avaliação dos CECC,  
no Laboratório de Anatomia Patológica do Hospital de Clínicas - Unicamp,  
por sua praticidade e reprodutibilidade. 
A fim de evitar que o processo inflamatório e o remodelamento dérmico 
modificassem as características vasculares, foram também excluídas as lesões 
ulceradas ou com fibrose secundária a procedimentos prévios.  
As neoplasias que preencheram os critérios descritos foram 
aleatoriamente selecionadas até completar 30 amostras por grupo. 
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3.2- Avaliação imuno-histoquímica 
A técnica empregada foi descrita nos artigos 1 e 2 e resumida no  
quadro 1.  
 
Quadro 1- Material e procedimentos imuno-histoquímicos utilizados 
Estudo IH Anticorpos 
 p53 Ki-67 CD34 CD105 
Clone DO-7 MIB-1 QBEnd10 Sn6h 
Diluição 1:100 1:150 1:100 1:10 
Recup. Ag. Calor (Tris-EDTA) Calor (Tris-EDTA) Proteinase K Pepsina 
Padrão IH Núcleo cel. neopl. Núcleo cel. neopl.  Membr. endot. Membr. endot. 
Controle + Epitélio adjacente Epitélio adjacente Tec. Granulação Tec. Granulação 
Controle - Omissão ac. 1o Omissão ac. 1o Omissão ac. 1o Omissão ac. 1o 
IH: imuno-histoquímico; Recup. ag.: recuperação antigênica; Tris-EDTA: tampão Tris-EDTA (pH 
9) na panela a vapor; Núcleo cel. neopl.: núcleo da célula neoplásica; Membr. endot.: mambrana 
endotelial; Controle +: controle positivo; Controle-: controle negativo; Tec. Granulação: tecido de 
granulação oriundo de tecido tonsilar; Omissão ac. 1o: omissão do anticorpo primário. 
 
1) Quantificação dos vasos  
Dentre as técnicas utilizadas para a morfometria da vasculatura tumoral 
(revisados no artigo 1), optou-se pelo método Chalkley (estimativa da área ocupada 
pelos vasos) por sua praticidade e reprodutibilidade53.  
Clones tumorais angiogênicos seriam responsáveis por induzir áreas 
hipervascularizadas54. Os sítios quentes (inglês: hot spots), campos selecionados 
por conter o maior número de células endoteliais imunomarcadas, são amplamente 
utilizados para a quantificação dos vasos53. 
Em cada amostra, três sítios quentes, sob o uso do CD34 e CD105,  
foram selecionados (em aumento de 100x). A ocular com a gratícula de Chalkley era 
girada, de forma que seus pontos coincidissem com as células endoteliais 
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imunomarcadas (em aumento de 400x); e o resultado, anotado. O procedimento foi 
realizado quatro vezes em cada campo, com a gratícula em diferentes posições, 
escolhendo-se o maior valor. A contagem de Chalkley (CC) resultou da média obtida 
em três sítios quentes. 
 
2) Quantificação da p53 e do Ki-67 
Campos a partir do ponto central do tumor foram sorteados, seguindo a 
tabela dos números aleatórios de Fischer. O local foi fotografado e marcado para 
que não se repetisse no próximo sorteio. Obtiveram-se as imagens digitais por meio 
de câmera fotográfica Canon PowerShot A630 acoplada ao microscópio  
Nikon Eclipse E200 CX30 (X40 objetiva). As células positivas e negativas foram 
contadas com o auxílio do software Imagelab 2000® (versão 2.4), até o total de,  
pelo menos, 500 células (Figura 4). O índice de marcação para o p53 (IMp53) e para 
o Ki-67 (IMKi-67) foi calculado dividindo-se as células positivas pelo total células 
neoplásicas respectivamente. 
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Figura 4- Quantificação ilustrativa do índice proliferativo, por meio do Ki6, com o uso 
do programa Imagelab. Os núcleos são marcados manualmente (positivos 
com pontos brancos, negativos com os pontos pretos), e os valores 
aparecem ao final da tela. Fonte: Watanabe, IC. Estudo comparativo da 
angiogenese, expressão de p53 e índice proliferativo em lesões ceratoacantoma-similes, 
com ênfase na regressão clínica. Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas), 
Unicamp. 2010.  
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3.3- Análise estatística 
Os testes estátisticos para análise dos dados foram descritos nos artigos 
1 e 2 e encontram-se resumidos na quadro 2. 
 
Quadro 2- Descrição dos testes estatísticos  
Variáveis Descrição Teste estatístico 
CC-CD105 
CC-CD34 
Comparação entre QSo, 
CECsi e CECi 
Análise de variância 
CC-CD105 
CC-CD34 
Comparação entre tumor e 
pele adjacente 
Teste T dependente 
IMp53 
IMKi-67 
Comparação entre QSo, 
CECsi e CECi 
Teste de Kruskal-Wallis 
IMp53 
CC-CD105 
IMKi-67 
Correlação entre variáveis Coeficiente de Spearman 
CC-CD34: contagem de Chalkley com o CD34; CC-CD105: contagem de Chalkely com o 
CD105; IMp53: índice de marcação para p53; IMKi-67: índice de marcação para Ki-67; 
QSo: queratose solar; CECsi: carcinoma espinocelular superficialmente invasor;  
CECi: carcinoma espinocelular invasor. 
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RESULTADOS 
 
Os tumores foram considerados negativos para determinado marcador 
quando apresentavam controle interno positivo, porém ausência de reação na área 
estudada. Apenas as amostras cujo controle interno era negativo foram excluídas 
(dropouts). O número final de tumores incluídos no estudo, para cada marcador, 
encontra-se descrito na Tabela 1.  
 
Tabela 1- Número de tumores estudados (n) por marcador em cada grupo 
Marcador QSo CECsi CECi 
p53 25 28 28 
Ki-67 29 29 29 
CD105 29 30 30 
CD34 29 30 30 
QSo: queratose solar; CECsi: carcinoma espinocelular 
superficialmente invasor; CECi: carcinoma espinocelular invasor;  
p53: proteína 53; Ki-67: antígeno Ki-67; CD34: marcador  
pan-endotelial CD34; CD105: marcador de neoangiogênese CD105. 
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DISCUSSÃO GERAL 
 
Os dados apresentados evidenciam que, no CECC, a indução de novos 
vasos ocorre na forma intraepidérmica e acompanha a progressão da neoplasia.  
A expressão IH da p53 associa-se à angiogênese na fase inicial da invasão e 
correlaciona-se à atividade proliferativa no estádio francamente invasor (Figura 5). 
 
 
Figura 5- Sumário gráfico da avaliação imuno-histoquímica das proteínas p53 e  
Ki-67, e dos marcadores endoteiais CD34 e CD105 nos diversos estádios 
do carcinoma espinocelular cutâneo e pele adjacente. 
 
O estudo da progressão tumoral baseia-se, parcialmente, na 
histopatologia da lesão21. Embora a carcinogênese, do ponto de vista teórico e 
experimental, seja apresentada, nos seus vários prismas, de forma fragmentada, 
não convém perder a noção do continuum que a caracteriza. A divisão em estádios, 
apesar de virtual, ajuda a delinear o comportamento tumoral e fornece elementos 
para compreensão global da fisiopatogenia. 
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A espessura e a profundidade de invasão são consideradas fatores 
histológicos prognósticos6. Os CECC do tronco e extremidades, em que a 
profundidade pode ser avaliada, recidivaram quando a metade inferior da derme 
estava acometida; e desenvolveram metástases, quando o subcutâneo foi atingido55. 
Dentre os tumores localizados nos antebraços e mãos, os que evoluíram com 
metástases, infiltravam a derme abaixo do nível dos glomérulos sudoríparos56. 
Optou-se, nesta pesquisa, por um sistema simples e reprodutível de classificação 
que amostrasse estádios evolutivos do CECC: forma intraepidérmica; forma 
superficialmente invasora, quando a neoplasia preenchia a derme papilar e atingia a 
reticular superficial; e a forma invasora, quando penetrava a derme reticular media e 
profunda (Figura 6).  
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[H&E, aumento original de 100x (A,B) e 40x (C)]. 
Figura 6- Estádios histológicos evolutivos do CECC: queratose solar (A), CEC 
superficialmente invasor (B), CEC invasor (C)  
 
A expressão IH da p53 aumenta gradativamente com a exposição solar19 
e a superexpressão vem sendo estudada nas fases evolutivas do CECC26,27,36. 
Permanece controverso na literatura se há relação entre a taxa de positividade para 
a p53 e o grau de malignidade da lesão (revisado no Artigo 2). No ensaio 
apresentado, não houve diferença significante entre os valores do IMp53,  
quando comparados os diversos estádios. Tais achados são esperados para a 
positividade da p53 e explicitam a uniformidade que a imunomarcação pode assumir 
nos tumores oriundos da pele fotoexposta, por expressarem os efeitos cumulativos 
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da RUV sobre a proteína27. A comparabilidade com os resultados da literatura 
convalida a técnica empregada para determinação do IMp53 - porcentagem de 
células positivas em campos aleatórios.  
Os clones utilizados em diversos estudos IH não distinguem entre a p53 
mutada e a selvagem27. Tampouco a positividade IH revelou-se um substituto para a 
pesquisa de mutação do TP5357,58,59. Por predominar o padrão compacto de núcleos 
positivos para a p53 (áreas contíguas de células imunomarcadas de forma 
homogênea)26, os tumores avaliados nesta pesquisa, potencialmente, refletem a 
multiplicação clonal de queratinócitos com mutação da p53.  
Originalmente, acreditava-se que a angiogênese ocorreria após a invasão 
tumoral, entretanto há evidências crescentes de que a neovascularização é um 
evento precoce em neoplasias de diversos órgãos (revisado por Raica et al.)60.  
Em relação ao CECC, a angiogênese foi detectada nas lesões precursoras 
hiperplásicas dos modelos animais44,45,61 e no estádio inicial (CEC intraepidérmico) 
da tumorigênese humana46. Tais achados foram corroborados no estudo atual:  
a área vascular (CC) foi significantemente maior na derme circunvizinha à QSo,  
em relação à do epitélio fotoexposto adjacente por meio do CD34 e do CD105.  
O uso de marcadores pan-endoteliais para o estudo do vasculatura nos 
grupos evolutivos do CECC humano produziu resultados conflitantes. Não houve 
diferença na área vascular revelada pelo CD34 entre os grupos evolutivos nesta 
pesquisa; houve aumento do número de vasos marcados pelo CD31 somente no 
estádio invasor via morfometria computadorizada e manual50; e aumento, conforme 
a progressão tumoral, por meio da CC com o CD3446. O uso de marcadores de 
proliferação endotelial (ou de neoangiogênese) poderia facilitar a reprodutibilidade 
dos resultados. A área vascular aumentou conforme a progressão tumoral neste 
ensaio, evidenciada pelo CD105; e, a fração de proliferação endotelial  
(células endoteliais duplamente marcadas pelo Ki-67-CD34) teve incremento 
paralelo à evolução do CECC, segundo Nijsten et al.46. 
O comportamento do leito vascular é dinâmico na evolução tumoral.  
O perfil angiogênico poderia indicar o fenótipo maligno celular antes mesmo da 
alteração da espessura epitelial e dos padrões de crescimento e diferenciação, 
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segundo dados obtidos a partir de clones tumorigênicos derivados de queratinócitos 
humanos transplantados em camundongos nus62. Entretanto, a densidade 
microvascular, avaliada com o uso de marcadores pan-endoteliais não reflete a 
atividade angiogênica em diversas neoplasias humanas, embora tenha valor 
prognóstico, de acordo com Eberhard et al. e Hlatky et al. (revisado no artigo 1)63,64. 
O uso de marcadores de neoangiogênese, como demonstrado pelo CD105 neste 
estudo, poderia particularizar o status angiogênico - vasculatura induzida pela 
neoplasia e relacionada ao comportamento biológico tumoral - e não, meramente,  
à demanda perfusional.  
A determinação da área vascular pelo método Chalkley fornece uma 
estimativa da vascularização global do tumor. Houve concordância intra- e 
interobservador de moderada a substancial quando a CC foi usada para avaliar a 
angiogênese em CBC e CECC65. A aplicabilidade dos achados deste estudo 
consolida o uso da contagem de Chalkley e do marcador de neoangiogênese na 
pesquisa clínico-patológica. 
A avaliação de parâmetros em conjunto, caso a caso, como nos estudos 
de correlação, delineia a inter-relação biológico-evolutiva. Tais dados são 
potencialmente interferentes. Neste estudo, constatou-se a correlação positiva e 
significante do IMp53 com a CC-CD105 na fase inicial da invasão, ausente nos 
demais estádios. O coeficiente de determinação revelou que 15% da área 
microvascular aumentou conforme o incremento da expressão da p53 (revisado no 
Artigo 2). Ao considerarmos a imunodetecção da proteína mutada, tal achado revela 
que, em dado momento, a ausência da função da p53 faz-se crítica e contribui,  
entre outros fatores, para a indução de novos vasos. O fato de ter sido no estádio de 
invasão superficial do CECC cristaliza a importância fisiopatogênica da proteína, 
pois é sabido que os vasos atuam na sinalização química para a invasão neoplásica.  
O traço maligno é também determinado pela perda do controle do 
crescimento tumoral, resultando na multiplicação das células tumorais29.  
O estudo da proliferação celular, incluindo marcadores como o Ki-67,  
tem tido propósitos diagnóstico e prognóstico na investigação das neoplasias 
humanas37. No CECC, a expressão do antígeno não foi identificada como fator 
prognóstico isolado66.  
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Os núcleos imunomarcados pelo Ki-67 estendem-se à porção média da 
epiderme na QSo; e tem distribuição variável e caótica nos diversos estratos 
epiteliais, com perda da polarização, no CEC invasor37. A expressão heterogênea ao 
longo do tumor refletiria fatores como as diferentes linhagens celulares que o 
compõe, e o gradiente nutricional a depender da localização mais centralizada ou 
periférica30. Postulou-se que a quantificação do Ki-67 deveria ser realizada nas 
áreas em que há rica proliferação, com o intuito de assinalar mecanismos 
funcionais28. Entretanto, existe uma grande variabilidade nos métodos para 
interpretação dos níveis de Ki-67 entre os diversos laboratórios, o que dificulta a 
reprodutibilidade e comparabilidade67. No CECC, amostras randomizadas têm sido 
utilizadas na contagem desta proteína em alguns estudos33,35,40, incluindo a pesquisa 
atual.  
Permanece controversa a relação da taxa de positividade para o Ki-67 
com o grau de malignidade da lesão68. O índice proliferativo foi significantemente 
maior no CEC invasor em comparação à QSo36 e à pele normal35; maior na QSo em 
relação à pele fotoexposta e à normal34; e aumentou conforme o grau histológico da 
QSo33. Entretanto, outros autores demonstraram que porcentagem de células 
positivas para o Ki-67 foi menor no CEC em comparação à QSo69,70. Quando foi 
obtida a razão entre os índices de marcação para o Ki-67 no fronte tumoral e na 
respectiva pele fotoexposta, não houve diferença significante entre QSo e CEC 
invasor71. No atual estudo, tampouco houve diferença estatística significante entre 
os IMKi-67 nos diversos estádios do CECC. Tais fatos sugerem que a proliferação 
celular não é um fator independente a ser avaliado na progressão tumoral. Além 
disso, deve-se considerar que o tempo de replicação não é diretamente quantificado 
na análise IH do Ki-67 e certamente influencia no comportamento maligno30. 
A imunomarcação da p53 é mais evidente na porção periférica imatura do 
CECC, com perda variável conforme a diferenciação26,35,39,66,72. Nos carcinomas bem 
a moderadamente diferenciados, os núcleos imunopositivos para p53 e Ki-67 
distribuem-se de forma semelhante à periferia da lesão35,66, ou de maneira quase 
coincidente40. Concluiu-se que expressão da p53 indicaria a capacidade proliferativa 
celular, e não um potencial maligno propriamente39. Curiosamente, a expressão IH 
da p53 é perdida quando a célula sofre diferenciação, mesmo conservando a 
mutação do TP5326. Consistente com este conjunto de dados, encontra-se o achado 
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de Freije et al.23. As células epiteliais com defeito da função da p53 sofreriam 
diferenciação e descamação, via desvio da mitose, como mecanismo protetor. 
Segundo os autores, para o surgimento de clones malignos e, consequentemente, 
do CECC, tal desvio da mitose estaria inativado e as células com alteração da p53 
permaneceriam no compartimento proliferativo.  
A correlação da imunorreatividade para p53 e Ki-67, observada na QSo33, 
no CEC invasor35,40, e em ambos36, torna-se particularmente interessante.  
Por um lado, a correlação marcaria a proximidade biológica de ambas as proteínas 
ao revelarem o status em proliferação/não diferenciação da célula. Por outro,  
a análise da correlação poderia discriminar o papel que desempenham 
separadamente de acordo com as respectivas propriedades funcionais. Na pesquisa 
atual, houve correlação significante entre taxa de positividade IH da p53 com a do 
Ki-67 na fase francamente invasora (coeficiente de determinação = 0,289), ou seja, 
29% do IMKi-67 variou conforme o IMp53. Em teoria, o acúmulo de p53 não 
funcional, em células com potencial proliferativo, teria deflagrado a expansão 
tumoral somente no estádio invasor do CECC. Nesta fase, o crescimento tumoral 
resultaria da perda crucial do controle proliferativo, precedido pela instalação do 
aporte vascular/endotelial ativado, fatores estes pontualmente influenciados pela 
p53. 
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CONCLUSÃO GERAL 
 
1) Não houve diferença significante na área vascular, evidenciada pelo CD34, entre 
os grupos. A área microvascular, revelada pelo CD105, aumentou, 
significantemente, com a progressão do carcinoma espinocelular cutâneo.  
2) A queratose solar, o carcinoma espinocelular superficialmente invasor e o 
carcinoma espinocelular invasor apresentaram aumento significante da área 
microvascular sob o uso de ambos os marcadores (CD34 e CD105) em 
comparação à respectiva pele adjacente.  
3) Não houve diferença significante na porcentagem de células imunomarcadas para 
p53 e Ki-67 entre os grupos.  
4) Houve correlação positiva e significante entre a área microvascular marcada pelo 
CD105 e o índice de marcação para a p53 no carcinoma espinocelular 
superficialmente invasor; 5) assim como entre o índice de marcação para p53 e 
para o Ki-67 no carcinoma espinocelular invasor. 
 
Portanto, a conversão angiogênica é um evento precoce no CECC e a 
proliferação vascular acompanha a progressão da neoplasia. A perda da ação 
oncoprotetora da p53 é escalonada no CECC - associa-se à neovascularização no 
estádio inicial da invasão e à expansão tumoral no estádio francamente invasor -, 
logo atuaria diretamente na carcinogênese cutânea. O uso do marcador CD105 
mostrou-se útil na avaliação da atividade angiogênica relacionada à progressão do 
CECC. 
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